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Abstract of FR2646161 

New lipopolyamines of general formula I, their salts, their preparation and their use. 
n = 1 to 5 and m = 2 to 6 

R represents a radical (X = CH2, CO; R3 and R4 aliphatic radical containing 1 1 to 21 carbon at 
their preparation and their use. 

The lipopolyamines of general formula I are particularly useful as vectors for the transfection of 
eucaryotic cells. 
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(54) Nouvelies Hpopolyamines, leur preparation et leur emploi. 



(57) Nouvelies fipopofyamines de formufe gen&ale I. leurs se!s, 
leur preparation et leur emploi 

HjW-^cca)^^-, u (i) 



< 



n«1S5etm = 2d6 a,oc-o-ca 2 
R represents un radical I 



o 



I 0 



I CH-O-F-O-CHjCHj-JE-CO- 
^ OH 

(0 (X = CH 2 . CO; R 3 et R4 radical afiphatique contenant 11 & 21 

*™ atomes de carbone). leur preparation et leur emploL 

Les lipoporyamines de formule g6n6rale I sont particuifere- 

2C rnent utiles comme vecteurs de transection de cellules 

^ eucaryotes. 

CM 
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la presente invention concerne de nouvelles lipopolyamines 
de formule generale : 

H 2 N^(OT) ffi -NH^~ n H (I) 
R 

sous forme D, L ou DL, leurs sels, leur preparation et leur emploi. 
5 Dans la formule generale (X), 

- n est un nombre entier compris entre 1 et 5 inclusivement, 

- m est un nombre entier compris entre 2 et 6 inclusivement, 

- r represente tin atome d'hydrogene ou un radical de formule generale: 

R.-X-O-CH, 
i 

R 4 -X-0-CH 0 (II> 



i ii 



CH-0-P-0-CH 2 CH 2 -NH-CO- 



OH 

10 dans lequel X represente un groupement methylene (-CH 2 -) ou un 
groupement carbonyle (-CO-), et R 3 et R 4 , identiques ou differents, 
representent chacun un radical aliphatique sature C P »H2 P ».#.2 ou 
insature C p .H 2p » ou C p -H 2p »-2# P etant un nombre entier compris entre 
11 et 21 inclusivement, etant entendu que- : 

13 - quelles que soient les valeurs de m et n, un seul des symboles R 
represente un radical de formule generale (II) 

- lorsque n est compris entre 2 et 5, les valeurs de m dans les 

differents fragments j peuvent etre identiques ou differentes. 

R 

D'un interet tout particulier sont les produits de formule 
20 generale (I) dans laguelle n est egal a 3 et les valeurs de m dans les 

-<CH) m 

fragments | sont identiques ou differentes et representent 3 
R 

ou 4, et R represente un radical de formule generale (II) dans leguel 
R 3 -X- et R 4 -X- representent chacun un radical alcanoyle contenant 12 a 




2646161 

2 

22 atones de carbone. 

Plus particulierement intfiressant encore est la 
5-carboxyspermylamide de la dipalmitoylphosphatidylethanolanine 
(DPPES). 

5 Selon 1» invention, les nouvelles lipopoly amines de £ormule 

generale (I) peuvent etre obtenues par action but un produit de 
f ormule generale : 

2 .HH-^(CH) B -H(-Z)^- n -H (HI) 
R s 

dans laquelle netn sont definis coanne precedemment, R 5 represente un 
10 atome d'hydrogene ou un radical carboxy et les symboles Z represent en t 
un groupement protecteur de la fonction amine, etant entendu que : 

- quelles que soient les valeurs de b et n, un seul des symboles Rs 
represente un radical carboxy 

- lorsque n est compris entre 2 et 5, les valeurs de m des differents 

15 fragments | peuvent etre identiques ou differentes, d r un 

R 

produit de formule generale : 
R.-X-O-CH- 

i 

R,-X-0-CH O (IV) 

i ii 

OT-0-P-O-CT r« NH, 

i 

OR 

dans laquelle R 3 , R 4 et X sont definis comae precedemment, suivie du 
r emplacement des groupements protecteurs Z par un atome d'hydrogene. 

Lorsque 1'ori fait r&agir un produit de formule generale 
(IV) sur un produit de formule generale (III), il est particulierement 
avantageux de traiter prealablement la fonction acide du produit de 
formule generale (III) par le N-hydroxysuccinimide en operant dans un 
solvant organique choisi parmi les hydrocarbures aliphatiques 
halogenes (chlorure de methylene) et les ethers ( tetrahydrof uranne ) en 



20 



25 
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presence d'un imide tel que le dicyclohexylcarbodiimide, avant 
d'effectuer la condensation du produit de formule g&nerale (IV). La 
condensation de 1' ester mixte cur le produit de formule gfinerale (IV) 
s'effectue generalement dans un colvant organique (chloroforme, 
5 ethanol) en presence d'une base organique telle que la triethylamine a 
une temperature comprise entre 30 et 50 *C. 

Generalement, on utilise un groupement protecteur Z qui 
est facilement remplaqable par un atome d'hydrogene sans toucher au 
reste de la molecule* XI est particulierement avantageux d'utiliser 

10 comma groupement protecteur le radical t.butoxycarbonyle qui est 
facilement rempla^able par un atome d'hydrogene au moyen d'un acide 
(acide trifluoroacetique) . 

Les produits de formule generale (III) dans laguelle n est 
superieur a 1 peuvent etre obtenus a partir de 1' ornithine par 

15 cyanoalkylation suivie de reduction des fonctions nitriles en 
fonctions amines, puis protection des fonctions amines ainsi obtenues. 

Les produits de formule generale (IV) sont des produits 
connus qui sont facilement accessibles. 

Les nouveaux produits de formule generale (I) presentent 

20 la propriete, disperses dans 1'eau, de former des nanoparticules 
unilaroellaires, qui sont ins tables en milieu ionique, et qui 
s'associent fortement, par leur partie cationique, avec 1'ADN 
plasmidique ou oligonucleotidique en le compactant et en le recouvrant 
d'une couche lipidique. En utilisant un exces de charges cationiques 

25 par rapport a 1 ' acide nucleique, les complexes lipide/ADN peuvent etre 
adsorbes sur les membranes cellulaires facilitant ainsi la capture de 
l'ADN par les cellules. 

Les produits de formule generale (I) constituent des 
vecteurs specif iques, non toxiques, biodegradables et de grande 

30 efficacite pour realiser la transfection de cellules eucaryotes 
(lignees cellulaires, cultures primaifes). 

Selon l f invention, la transfection est realisee en mettant 
en contact une suspension de cellules en absence de serum avec un 
melange trans fee tan t obtenu, au moment de sa mise en oeuvre, a partir 

35 d'une solution de la lipopolyamine de formule generale (I) et d'une 



2646161 



4 

solution de l'ADN dans un milieu convenable. 

II est particulierement avantageux d'operer en milieu tres 
dilue (1 a 5 nanomolaire) et d'utiliser un exces (de 2 a 5 fois) de 
charges de la lipopolyamine par rapport a l'ADN. 
5 La duree de la transfection peut etre comprise entre 10 

minutes et 48 heures independamment de la nature des cellules. 

Le precede selon 1' invention present e 1'avantage de 
pouvoir s f appliquer a des lignees cellulaires d'brigines di verses 
(incluant par exemple LMKT, Ras4, CHO, F9, Bu4 r S49, Hela et AtT20) 
10 ainsi qu'a des cellules primaires sans qu'il soit necessaire 
d'optimiser ou de modifier les conditions de mise en oeuvre du 
procede. 

Par ailleurs, les lipopolyamines de formule generale (I) 
permettent de transfecter des cellules fragiles (cellules 
15 hypophysaires intermediates ou anterieures, celltiles chromaffin, 
neurones peripherigues ou centraux) gu'il n r 6tait pas possible de 
transfecter par application de methodes classigues (coprecipitation au 
phosphate de calcium ou les techniques au dextrane) . 

Enfin, les agents de transfection selon 1' invention ne 
20 manifestent pas de toxicite vis-a-vis des cellules transf ectees . lis 
ne manifestent pas de toxicite aigue chez le rat apres injection 
intracerebrale ou systeraigue. 

La presente invention a pour objet egalement une solution 
alcoolique ou aqueuse stable d'une lipopolyamine de formule generale 
25 (I) utilisable pour la realisation de transf ections cellulaires. 

Generalement, on prepare des solutions & 1 mg/ml qui 
permettent la realisation d' environ 50 transf ections . 

L'exemple suivant, donne a titre non limitatif , montre 
comment 1' invention peut etre mise en pratique. 

30 EXEMPLE 

On traite pendant 12 heures la L-5-carboxy-tetra-t.butoxy- 
carbonylspermine (1 equivalent) par la N-hydroxysuccinimide (1 f 1 
equivalent) en presence de dicyclohexylcarbodiimide (1 r 1 equivalent) 
en operant dans un melange chlorure de methylene-tetrahydrof uranne . 
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L' ester obtenu est trait e par la dipalmitoylphosphatidyl- 
ethanolasine (1 equivalent) en presence de tri&thylamine (1 
equivalent) dans un melange chlorofonae-ethanol pendant 12 heures d 
40 *C. Apres traitement du melange reactionnel, on obtient, avec un 
5 rendement de 55 %, la tfitra-t.butoxycarbonyl-S-carboxyspermylainide de 
la dipalmitoylphosphatidylethanolamine dont les groupements 
protecteurs sont elimines par l'acide trifluoroacetique dans le 
chlorure de methylene. On obtient ainsi la 5-carboxyspermylamide de la 
dipalmitoylphosphatidyl6thanolamine (DPPES) sous forme de 

10 t6tratrifluoroacetate. 

La structure du produit obtenu. est confirmee par le 
spectre de resonance magnetique nucl&aire du proton a 200 KHz dans le 
melange chloroforme deutere-methanol deutere (1-1 en volumes) 
(deplacements chimiques 6 en ppm) : 0,85 [t, (CH 3 ) 2 ] ; [m, 2 x 

15 <CH 2 ) 12 1 ; 1,5-1,65 (m, 2 x CH 2 C0 2 ) ; 1,8-2,1 (m, 4 x £H 2 CH 2 N + ) ; 2,3 
(tt, 2 x £H 2 CH 2 C0 2 ) ; 2,9-3,1 (m, 5 x CHjN*) ; 3,2 (bm, CH2NDCO) ; 
3,75-4,05 (m, CHN\ 2 x CH 2 OP) ; 4,15-4,40 (2 x dd, C02CH 2 ) ; 5,20 
(OCH). 
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REVENDIOtTIONS 

1 - Nouvelle lipopolyamlne sous forme T), L ou DL 
caracterisee en ce qu'elle repond a la forsule generale : 



n^m m -my n h (i) 



R 

5 dans laguelle : 

- n est un nombre entier compris entre 1 et 5 inclusivement, 

- m est un nombre entier compris entre 2 et 6 inclusivement 

- R represente un a tome d'hydrogene ou un radical de formule generale: 



R 3 -X-0-CH 2 



R 4 -X-0-CH 0 



' (II) 



i 

CH-0-|-0-CH 2 CH 2 -HH-CO- 
OH 

10 dans laquelle X represente un groupement methylene ou un groupement 
carbonyle et R3 et R 4 , identiques ou differents, representent chacun 
un radical aliphatique sature C p »B 2p '+2 ou insature C p «H 2p - ou 
C p -H 2p »-2f P' etant un nombre entier compris entre 11 et 21 
inclusivement, etant entendu que : 

15 - quelles que soient les valeurs de id et n, un seul des symboles R 
represente un radical de formule generale (II) 

- lorsgue n est compris entre 2 et 5, les valeurs de m dans les 

differents fragments I peuvent etre identiques ou differentes, 

R 

ainsi que ses sels. 



20 2 - Nouvelle lipopolyamine selon la revendication 1 

caracterisee en ce que n est egal a 3 et les valeurs de m dans les 



7 
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4CH) ra 

fragments | sont identiques ou differentes et represented 3 

R 

ou 4 et R represente un radical de formule generale (II) dans lequel 
R 3 -X- et R 4 -X- represented chacun tin radical alcanoyle contenant 12 a 
22 atomes de carbone, et ses sels. 

3 3 - La 5-carboxyspermylamide de la dipalmitoylphospha- 

tidy lethanolamine • 

4 - Procede de preparation d'une lipopolyamine selon la 
revendication 1 pour laquelle R represente un radical de formule 
generale (ID caracterise en ce que 1'on fait reagir un produit de 
10 formule generale : 

R.-X-O-CH, 

I 

R.-X-O-CH 0 < IV) 

i ii 

CH-0-P-0-CH 9 CH 2 -NH-C0- 

i 

OH 

dans laquelle R 3 , R 4 et X sont definis comme dans la revendication 1, 
avec un ester avec le N-hydroxysuccinimide du produit de formule 
generale : 



15 



R 



5 



dans laquelle xa, n, R 5 et 2 sont definis comme dans la revendication 5 
en operant dans un solvant organique choisi parmi les hydrocarbures 
aliphatiques chlores et les alcools en presence d'une base organique 
choisie parmi les amines tertiaires, puis remplace les groupements 
20 protecteurs Z par un atome d'hydrogene, et isole le produit obtenu 
eventuellement sous forme de sel. 
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5 - Utilisation d'une lipopolyamine selon l'une des 
revendications 1 a 3 pour la transfection de cellules eucaryotes 
caracterisee en ce l'on melange dans un nilieu convenable une solution 
aqueuse diluee d'un produit selon l'une des revendications 1 a 3 avec 

5 une solution aqueuse diluee de l'ADN plasmidique ou oligonucloetidique 
puis met en contact le melange transfectant avec une suspension de 
cellules a transfecter. 

6 - Utilisation selon la revendication 5 caracterisee en 
ce que l'on transfecte des lignees cellulaires ou des cultures 

10 primaires. 

7 - Une solution ethanolique d'un produit selon l'une des 
revendications 1 a 3 pour rSaliser la transfection selon l'une des 
revendications 5 ou 6* 

8 - Une solution aqueuse d'un produit selon l'une des 
15 revendications 1 a 3 pour realiser la transfection selon l'une des 

revendications 5 ou 6. 
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